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^5 (54) Title: METHOD FOR COUPLING. IN SOLUTION. A PEPTIDE WITH AT LEAST ANOTHER COMPOUND AND USES 
= THEREOF 

^= (54) Titre: PROCEDE DE COUPLAGE, EN SOLUTION, ENTRE UN PEPTIDE ET AU MOINS UN AUTRE COMPOSE ET 
SES APPLICATIONS 



(57) Abstract: The invention concerns a method for coupling a peptide with at least a compound A, of the non-peptide type, bearing 

a function selected among the group consisting of carboxylic acid functions and alcohol functions. The invention is diaracterised 
in that said coupling comprises a step which consists in producing, in solution, a hydrazide bond between said peptide and said 
_j compound A. The invention also concerns modified peptides essentially formed by a peptide bound by a hydrazide bond to at least 
vjl a compoimd A as defined above, such as a Upid. a sugar, an alcohol or a fluorescent marker, as well as the uses of said modified 
^ peptides. The invention further concerns the use of N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetic and N,N'-di(Boc)hydrazinoacetic acids to fimc- 
ttonalize a peptide with a a-hydrasdnoacetic group. 

(57) Abreg6: La prdsente invention est relative ^ un proc^d^ de couplage entre un peptide et au moins un compost A, de nature non 
peptidique, poitant une fonction s^ectionn^ dans le groupe constitu^ par les fonctions adde carfooxylique et les fonctions alcool, 
caract&is^ en ce que ledit couplage comprend une ^tape de r^aUsation, en solution, d'un Hen hydrazide entre ledit peptide et ledit 

2 compost A. La pr^ente invention est ^galement relative h. des peptides modifies essentiellement constitu^ d'un peptide li^. par un 
lien hydrazide, ^ au moins un compost A tel que d^fini ci-dessus, tel qu*un lipide, un sucre, un alcool ou un marqueur de fluo- 
rescence, ainsi qu*aux applications de ces peptides modifies. La pr^sente invention est, en outre, relative a Tutilisation des acides 

^ N.N*-tri(Boc)hydrazinoac^tique et N,N*-di(Boc)hydrazinoacdtique pour fonctionnaliser un peptide par un groupement a>hydrazi- 

^ noac^que. 
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PROCEDE DE COUPLAGE, EN SOLUTION, ENTRE UN PEPTIDE ET AU 
MOINS UN AUTRE COMPOSE ET SES APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un precede de couplage, en 
solution, entre un peptide et au moins un compose portant une fonction acide 
5 carboxylique ou alcool, tel qu'un lipide, un sucre, un alcool ou un marqueur de 
fluorescence, ainsi qu'ades peptides modifids qui sont essentiellement constitues d'un 
peptide li6, par un lien hydrazide, a au moins im compose tel que defini ci-dessus. 

La presente invention est egalement relative a Tutilisation de Tacide 
N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de Tacide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique pour 

10 fonctionnaliser un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique. 

Le probl^me de Tentrfie dans les cellules vivantes de difF(Srentes 
substances dotees de proprietes pharmacologiques revet une grande importance sur le 
plan therapeutique. Les peptides synth^tiques et les oligonucleotides traversent 
difficilement la membrane cellulaire, Une approche interessante pour ameliorer leur 

15 capacite a penetrer dans la cellule est de les modifier par une partie lipophile, Ainsi, il 
a ete montre qu'un peptide modifie par une simple chaine aliphatique est capable de 
penetrer au sein de la cellule par transfert passif au travers de la membrane et 
d'interagir avec sa cible intracytoplasmique. Les lipopeptides representent done des 
molecules interessantes pour vectoriser un motif fonctionnel au sein de la cellule. 

20 La synthase de lipopeptides peut Stre realisee, par exemple, en 

couplant un acide gras a un peptide en phase solide, comme decrit notamment par 
K. THIAM et al. dans Biochemical and Biophysical Research Communications ^ 1998, 
253 . 639-647. En fin de synthese, des etapes de clivage de la liaison peptide/support 
solide et de deprotection des chaines laterales du peptide par un acide fort doivent etre 

25 realisees. Ce traitement limite de fa9on importante le choix de la partie lipophile ; il 
interdit notamment ^utilisation d'acides gras insatur6s. En outre, la purification des 
lipopeptides par chromatographic liquide haute performance en phase inverse est 
difficile et conduit a des rendements faibles, eu egard aux nombreuses impuretes qui 
sont presentes en fin de synthese. 

30 II a egalement ete propose de coupler, en solution, une proteine a un 

groupement palmitoyl-coenzyme A, ce dernier etant introduit au niveau du 
groupement thiol d'une cysteine. Un tel couplage se traduit par la formation d'un lien 
thioester, qui presente Tinconv^nient d*6tre peu stable. D'autre part, cette strategic est 
limit^e a la modification de certaines proteines par le palmitoyl-coenzyme A et ne 

35 peut pas 6tre generalisee a la synthese de lipopeptides. 

Les strategies actuelles pour la synthese de lipopeptides consistent 
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egalement k mettre en oeuvre des reactions de ligation chimique. La ligation chimique 
permet de Her, en solution et dans des conditions extremement douces, deux structures 
peptidiques prealablement purifiees et totalement deprotegees. 

II a ainsi ete propose de lier, dans un tampon aqueux, un acide gras a 
5 un peptide par un lien disulfiire. Cependant, le lien disulfure pose de nombreux 
problemes ; un tel lien est en effet peu stable et susceptible d'etre degrade en presence 
de thiols, d'ou la necessite d'eviter la contamination des solvants utilises pour la 
solubilisation des produits par des thiols, ainsi que I'impossibilitS d'introduire une 
cysteine dans la sequence peptidique a vectoriser. L'utilisation de la chimie des thiols 

10 necessite, en outre, de travailler sous atmosphere inerte dans le but d'eviter 
I'oxydation des thiols. 

W. ZENG et al, (J. Pept Sc, 1996, 2, 66-72) ont egalement propose 
de iier, en solution, un peptide totalement deprotege et prealablement purifie i une 
structure lipidique polyfonctionnelle liee a un peptide, et ce par le biais d'un lien 

15 oxime. La partie lipophile est introduite sur une sequence peptidique en phase solide, 
une telle methode presentant les inconvenients mentionn^s ci-dessus, a savoir la 
limitation au niveau du choix de la partie lipophile et les difficultes Uees a la 
purification de la structure lipidique. 

De fa9on similaire, O. MELNYK et al. (J, Peptide Res., 1998, 52, 

20 180-184) ont decrit la ligation, en solution et par un lien hydrazone, entre un peptide 
portant une chsune lipophile et une fonction aldehyde et un autre peptide modifie au 
niveau de la chaine laterale de lysine par un groupement hydrazino. Le lien hydrazone 
est realise en solution, mais le compose lipophile, de nature peptidique, est synthetise 
en phase solide et les limitations sont identiques a celles evoquecs precedemment. 

25 Par ailleurs, C. KLINGUER et aL (Tetrahedron Letters, 1996, 37, 

n® 40, 7259-7262) ont decrit la ligation, dans un melange eau/acetonitrile et par un 
lien hydrazone, entre un peptide portant une fonction hydrazine et le cyclohexane- 
carboxaldehyde. Le proc^de decrit par ces auteurs ne permet toutefois pas d'obtenir 
des composes stables et done utilisables pour la vectorisation de principes actifs : en 

30 effet, le lien hydrazone forme entre Thydrazine et Taldehyde est instable dans une 
large gamme de pH. 

La ligation chimique apparait comme une methode de choix pour la 
synthese de lipopeptides permettant Tamilioration des rendements d'obtention de ces 
composes. Cependant, nous avons vu quMl n*existe pas, a Theure actuelle, de 

35 methodes de ligation n'utilisant pas la chimie des thiols et permettant un couplage 
direct d'un compose lipophile, non lie k une structure porteuse, a un peptide 
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totalement deprotege. 

Les Inventeurs se sont done donnes pour but de pourvoir k une 
nouvelle strategic de synthese de lipopeptides et, de fa^on generale, de peptides 
modifies par differents composes de nature lipidique ou autre, par ligation chimique 
5 en solution. 

Cette nouvelle strategic de synthese doit notamment repondre aux 

criteres suivants : 

- le couplage du compose sus-mentionne, par exemple un lipide» au 
peptide s'efTectue en solution, 

10 - le couplage s'effectue a partir d'un peptide totalement deprotege, la 

reaction etant chimioselective, 

- les conditions reactionnelles du couplage permettent Tutilisation 
directe d^acides gras et de derives du cholesterol commerciaux, 

- les conditions reactionnelles du couplage permettent notamment 
15 r introduction, sur le peptide, d'acides carboxyliques et d*alcools sensibles, comme 

par exemple des acides gras complexes mono- et polyinsatures et des derives du 
cholesterol, 

- le lien forme au cours du couplage est tres stable dans une large 

gamme de pH. 

20 Les Inventeurs se sont ^galement donnas pour but de pourvoir a des 

peptides modifies, susceptibles d'etre obtenus par ligation chimique, dans lesquels 
lesdits peptides sont lies a differents composes, notamment a des lipides, par un lien 
tres stable et qui ne presentent pas les inconvenients des liens disulfures de I'Art 
anterieur. 

25 Ces buts sont atteints par la creation d'un lien hydrazide entre le 

peptide et le compose qui lui est coupl6, lors d'lme synthese convergente en solution. 

La presente invention a pour objet un procede de couplage entre un 
peptide et au moins un compose A, de nature non peptidique, portant une fonction 
selectionnee dans le groupe constitue par les fonctions acide carboxylique et les 
30 fonctions alcool, caracterise en ce que ledit couplage comprend une etape de 
realisation, en solution, d'un lien hydrazide entre ledit peptide et ledit compose A. 

Au sens de la presente invention, on entend par " peptide " tout 
enchainement de plusieurs acides amines, quels que soient leur nature et leur nombre ; 
le terme " peptide " designe done aussi bien des oligopeptides (dipeptides ou 
35 tripeptides) que des polypeptides ou des protein es. 

De fa^on particulierement avantageuse, le procede selon Tinvention, 
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realise en solution, permet d*eviterune etape de clivage du peptide modifie obtenu du 
support, clivage dont nous avons vu prec^demment qu'il limite de fa9on importante le 
choix du compose couple audit peptide. En outre, le lien hydrazide realise entre le 
peptide et le (ou les) compose(s) A est tres stable, et ce dans une gamme de pH tres 
5 large, et in vivo, 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du precede de 
couplage selon la presente invention, ce dernier comprend, pour realiser ledit lien 
hydrazide, les etapes suivantes : 

a) activation de la fonction portee par ledit compose A en une 
10 fonction reactive correspondante, respectivement selectionn6e dans le groupe 

constitue par les fonctions ester et les fonctions carbonate, lorsque le compose A porte 
respectivement une fonction acide carboxylique et une fonction alcool ; et 

b) reaction, en solution et k un pH inferieur a 6, entre ledit compose 
A active obtenu en a) et un peptide, totalement deprotege, portant au moins un 

15 groupement hydrazine ou derive d'hydrazine soit au niveau de son extremite 
N-terminale, soit au niveau de Textremite de la chaine laterale d'une lysine ou d'une 
omithine eventuellement presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

Au sens de la presente invention, on entend par " groupement 
hydrazine " un groupement de formule -NH-NHz. On entend par " groupement derive 

20 d'hydrazine " tout groupement comprenant au moins le motif -NR-NH2 (y compris, de 
fa^on avantageuse, le motif -CO-CHR1-NR-NH2), ou Ri et R representent, 
independamment Tun de I'autre, im atome d'hydrogene ou un groupement alkyle 
sature ou insature, lineaire, ramifie ou cyclique, comprenant de 1 a 10 atomes de 
carbone, ainsi qu 'eventuellement 1 a 3 heteroatomes choisis parmi Toxygfene, le 

25 soufre et 1' azote, et pouvant Stre substitue par 1 a 6 groupements choisis parmi les 
groupes hydroxy, alkoxy, aryloxy, amino, aminoalkyle, aminoaryle, thio, thioalkyle, 
carbonyle, carfooxyle, guanidino et carboxamido. 

Le lien hydrazide forme au cours du procede de couplage conforme 
a I'invention comprend done au moins le motif -CO-NH-NR-, R etant tel que d6fmi 

30 ci-dessus. 

Un groupement hydrazine peut etre introduit, soit au niveau de 
I'extremite N-terminale du peptide, soit au niveau de I'extremitfi de la chaine laterale 
d'une lysine ou d'une omithine Eventuellement pr&ente a un endroit quelconque de la 
sequence peptidique, par tout moyen connu de THomme de TArt, par exemple selon 
35 un protocole de N-amination tel que decrit par C. KLINGUER et aL dans Tetrahedron 
Letters, 1996, 12, 40, 7259-7262. 
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De fa9on particulierement avantageuse, la reaction de couplage entre 
ledit compose A active et ledit peptide totalement deprotege, fonctionnalis6 tel que 
decrit ci-dessus, permet d'eviter toute 6tape de deprotection des chaines laterales du 
peptide avec un acide fort posterieurement a la reaction de couplage, ce qui permet 
5 d'utiliser, en tant que compose A, des acides gras sensibles. Le precede selon 
rinvention permet ainsi d'obtenir directement le peptide modifie, c'est-a-dire le 
peptide couple au compose A. 

Le procede selon 1' invention permet de realiser une reaction 
chimioselective entre le groupement fonctionnel (groupement hydrazine ou derive 

10 d'hydrazine) introduit sur le peptide et le (ou les) compose(s) A actives ; en effet, la 
reaction s'effectue a un pH inferieur a 6, pH tel que les fonctions amines des chguhes 
laterales des lysines (fonction E-NH2) ou des ornithines (fonction 5-NH2) ou la 
fonction a-NHi N-terminale eventuellement presentes au sein de la sequence 
peptidique sont protonnees et done peu reactives. Le contr61e du pH permet done 

15 d'acyler preferentiellement le groupement hydrazine ou derive d'hydrazine introduit 
sur le peptide, sans que les autres groupements fonctionnels des chaines laterales des 
acides amines constitutifs du peptide reagissent. 

La reaction de couplage realisee au cours du procede selon la 
presente invention (etape b) s^effectue dans des conditions operatoires tres douces et, 

20 de fa9on particulierement avantageuse, ne necessite pas de travailler dans des 
conditions inertes, comme c'est le cas pour certains des procedes de TArt anterieur, 
notamment ceux qui consistent a coupler un peptide a un acide gras par un lien 
disulfure. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede de 
25 couplage selon Tinvention, ledit procede comprend, en outre, une etape c) de 
purification du peptide modifie obtenu a I'etape b). 

Une telle purification est, de fa^on classique, realisee par 
chromatographic liquide haute performance. En comparaison a la purification d'un 
peptide modifie obtenu par un procede de couplage realise en phase solide, tel que 
30 decrit precedemment, la purification du peptide modifie obtenu par le procede de 
couplage conforme a la presente invention conduit a des rendements bien meilleurs, le 
peptide modifie obtenu a Tetape b) etant plus pur qu'un peptide modifie obtenu en 
phase solide. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du proced6 de 
35 couplage selon Tinvention, aprfes I'etape a) d'activation de la fonction portee par le 
compose A, la fonction reactive correspondante portee par le compose A est 
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selectionnee dans le groupe constitue par les esters et les carbonates de succinimidyle, 
de sulfosuccinimidyle et d'aryle. 

A titre d'exemple d'esters et de carbonates d'aryle, on peut citer les 
esters et les carbonates de para-nitrophenyle. 
5 Selon iin autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede de 

couplage selon Tinvention, ledit groupement derive d'hydrazine portee par le peptide 
est un groupement a-hydrazinoacetique (groupement de formule -CO-CH2-NH-NH2). 

Selon une disposition preferee de ce mode de mise en oeuvre, 
prealablement a Tetape b) du procede selon Tinvention, ledit peptide est 

10 fonctionnalise par un groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de son 
extr^mite N-terminale, soit au niveau de Textremite de la chaine laterale d*une lysine 
ou d'une ornithine eventuellement presente k un endroit quelconque de la sequence 
peptidique, a Taide de Tacide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de Tacide 
N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique. 

15 Selon une modalite pr6fer6e de cette disposition, la 

fonctionnalisation dudit peptide par un groupement a-hydrazinoacetique, grace a 
I'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou a Tacide N.N'-di(Boc)hydrazinoacetique, 
est suivie d'une etape de purification dudit peptide fonctionnalise par chromatographie 
liquide haute performance, a Taide d'un 61uant constitue d*un melange eau/alcool, de 

20 preference un melange eau/isopropanol, comprenant de Tacide trifluoroacetique. Un 
tel eluant permet avantageusement d'eviter toute degradation du groupement 
a-hydrazinoacetique porte par le peptide. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du procede de 
couplage selon I'invention, ledit compose A est selectionne dans le groupe constitue 

25 par les lipides, les sucres, les alcools et les marqueurs de fluorescence. 

A titre d'exemple de marqueur de fluorescence utilisable, on peut 
citer, de fa^on non limitative, la fluoresceine ou la rhodamine. 

Selon une disposition preferee de ce mode de mise en oeuvre, lesdits 
lipides sont selectionnes dans le groupe constitue par les acides gras satures, les acides 

30 gras insatures et les sterols. En effet, le procede selon Tinvention permet 
avantageusement de coupler a un peptide des acides gras complexes (mono- et 
polyinsatures) et, de maniere generale, tout acide carboxylique sensible. De 
preference, les lipides sus-mentionnes sont selectionn& dans le groupe constitue par 
I'acide palmitique, I'acide stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, Tacide oleique, 

35 I'acide linoleique et le cholesterol. 

La presente invention a 6galement pour objet un peptide modifie 
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essentiellement constitue d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un 
compose A portant, avant sa liaison audit peptide, une fonction selectionnee dans le 
groupe constitue par les fonctions acide csirboxylique et les fonctions alcool. 

Selon un mode de realisation avantageux, le peptide modifie selon la 
5 presente invention est essentiellement constitue d'un peptide lie, par un lien 
hydrazide, a au moins un compose selectionne dans le groupe constitue par les lipides, 
les sucres, les alcools et les marqueurs de fluorescence. 

Selon une disposition preferee de ce mode de realisation, le peptide 
modifie selon la presente invention est un oligopeptide essentiellement constitue d'un 
10 peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe 
constitue par les acides gras satures, les acides gras insatures et les sterols. 

De preference, ledit oligopeptide selon Tinvention est 
essentiellement constitue d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un lipide 
selectionne dans le groupe constituS par Tacide palmitique, Tacide stearique, I'acide 
15 cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, I'acide linoleique et le cholesterol. 

La stabilite du lien hydrazide rend les peptides modifies selon 
rinvention particulierement interessants, puisque le lien hydrazide est stable aussi 
bien in vivo que dans une gamme de pH trds large. En outre, le lien hydrazide est 
stable dans des conditions d'hydrog^nation catalytique, ce qui permet, par exemple 
20 dans le cas de peptides modifies par des acides gras insatures, la synthese de 
lipopeptides marques au tritium au niveau de la chaine grasse, utiles pour un suivi 
radioactif intracellulaire desdits lipopeptides et une meilleure comprehension de .leur 
mecanisme d'action. 

La presente invention a egalement pour objet un vaccin synthetique 
25 et un react if de diagnostic qui comprennent au moins un peptide modifie selon la 
presente invention, tel que decrit ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation du proc6de 
de couplage conforme a Tinvention, tel que decrit ci-dessus, pour la preparation d'un 
medicament comprenant un principe actif de nature peptidique vectorise, utile pour le 
30 ciblage cellulaire. 

La presente invention a, en outre, pour objet Tutilisation de I'acide 
N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ou de I'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique pour 
fonctionnaliser un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de 
Textremite N-terminale dudit peptide, soit au niveau de Textremite de la chaine 
35 laterale d'une lysine, ou d*une ornithine 6ventuellement presente k un endroit 
quelconque de la sequence peptidique. 
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II est bien entendu, toutefois, qu'un groupement 
a-hydrazinoacetique peut etre introduit sur ledit peptide, soit au niveau de rextremite 
N-teiminale dudit peptide, soit au niveau de I'extremite de la chaine laterale d'une 
lysine ou d'une ornithine eventuellement presente a un endroit quelconque de la 
5 sequence peptidique, par tout procede connu de rHomme de TArt ; par exemple, la 
fonctionnalisation d'un peptide par un groupement a-hydrazinoacetique peut etre 
realisee par une reaction de N-amination en phase solide, telle que decrite par 
C. KLINGUER et al. dans Tetrahedron Letters, 1996, 37, 40, 7259-7262, au moyen 
du reactif commercial N-Boc-3-(4-cyanophenyl)oxaziridine (BCPO). C'est le cas, par 

10 exemple, d'une reaction de N-amination effectuee au niveau d'un residu glycine situe 
en position N-terminale d'un peptide ou au niveau de la chaine laterale d'une lysine 
ou d'une ornithine presente k un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

Toutefois, etant donne le cout 61eve du BCPO et le temps tres 
important requis pour une telle reaction, cette voie de synthese n'est adaptee qu'a la 

1 5 fonctionnalisation de produits a haute valeur ajoutee, synthetises en faible quantite. De 
fa9on particulierement avantageuse, I'utilisation de Tacide N,N'-tri(Boc)- 
hydrazinoacetique ou de I'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique selon la presente 
invention est plus simple et bien moins couteuse pour fonctionnaliser un peptide par 
un groupement a-hydrazinoacetique. Cette fonctiormalisation est efiTectuSe en phase 

20 solide, le peptide fonctionnalise etant ensuite separe du support solide et deprotegfi 
selon des methodes connues de THomme de TArt ; une etape de purification par 
chromatographic liquide haute performance peut ensuite etre effectuee, en utilisant 
Teluant eau/alcool tel que decrit precedemment, qui permet avantageusement d'eviter 
toute degradation du groupement a-hydrazinoacetique porte par le peptide. 

25 Outre les dispositions qui precedent, T invention comprend encore 

d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention et de synthases 
de peptides modifies selon la presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

30 - la figure 1 illustre la synthese des acides N,N'-tri(Boc)hydrazino- 

acetique 4 et N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique 4'; 

- la figure 2 illustre la synthese d'un hydrazinopeptide 6 a partir d'un 
peptide 5 et de Tacide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique ; 

- la figure 3 illustre la synthase des lipopeptides ii, 11, 13, 14, 16 et 
35 18 selon le procede conforme k la presente invention, k partir de I'hydrazinopeptide 6 

et des lipides 7, 8, 9, 10, 15 et 17, Su representant un groupe succinimidyle ; 
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- la figure 4 illustre la synthase du lipopeptide 13 par hydrogdnation 
catalytique du lipopeptide 12 ; 

- la figure 5 illustre la synthese du lipopeptide 21 selon le precede 
confomne a la presente invention ; 

5 - la figure 6 illustre la synthese du lipopeptide 23 selon le procede 

conforme k la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de I'objet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation, 

10 Dans les exemples qui suivent, les abreviations suivantes sont 

utilisees : eq. : equivalents ; Boc : ferr-butyloxycarbonyl ; BoczO : ether de di{tert' 
butyloxycarbonyl) ; CH2CI2 : dichloromethane ; AcOH : acide acetique ; AcOEt : 
acetate d'ethyle ; Na2S04 : sulfate de sodium ; KH2PO4 : dihydrogenophosphate de 
potassium ; Na2HP04 : phosphate de disodium ; DMF : dimethylformamide ; DMAP : 

15 4-dimethyl-aminopyridine ; PEG: polyethyleneglycol ; PS: polystyrene; CDCI3 : 
chlorofortne deutere ; CD3CO2H : acide acetique da ; TFA : acide trifluoroacetique ; 
Et20 : diethylether ; EDT : ethanedithiol ; NMP : N-methylpyrrolidone ; THF : 
tetrahydrofurane ; HBTU: N-oxyde d'hexafluorophosphate de N-[(IH-benzotriazol- 
1-yl) (dimethylamino) methylene]-N-methylmethanaminium ; HOBt : N-hydroxy- 

20 benzotriazole ; ^Bu : rer/-butyle ; DIEA : diisopropylethylamine ; Pmc : 2,2,5,7,8- 
pentamethylchroman-6-sulphonyle ; Trt : trityle ; Fmoc : 9-fluorenylmethoxy- 
carbonyle ; Pbf : 2,2,4,6,7- pentamethyldihydro-benzofurane-5-sulfonyle ; BOP ; 
benzotriazole- 1 -yl-oxy-tris(dimethylamino)-phosphoniumhexafluorophosphate ; 
HPLC : chromatographic liquide haute performance ; RP-HPLC : chromatographic 

25 liquide haute performance en phase inverse ; ES-MS : spectrometrie de masse par 
electronebulisation ; TOP : time-of-flight ; MALDI : matrix-assisted laser desorption 
ionisation; RMN : resonance magnetique nucleaire; TOCSY: total correlation 
spectroscopy ; PDMS : Spectrometrie de Masse a Desorption de Plasma ; PAL : 
peptide-amide linker, 

30 EXEMPLE 1 : Synthese des acides N,N'-tri(Boc)hydrazmoacetique 4 et 
N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique 4' (flgure 1). 

1) Synthese de Tacide N.N'-tri(Boc)hvdrazinoacetique 4 
• Synthese du N-Boc hydrazinoacetate d 'ethyle 2 
14.9 g (96.4 mmoles) de chlorhydrate d'hydrazinoacetate d'ethyle 
35 commercial 1 et 26.1 g (119.5 mmoles) de B0C2O sont dissous dans 70 ml d'un 
melange eau/ethanol (1/1). Apres dissolution des reactifs, le milieu reactionnel est 
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refroidi a 0*'C. 13.2 ml de N-m6thylmorpholine (1 19.5 mmoles) sont alors ajout^s au 
milieu r^actiomiel. Apres 15 minutes d'agitation a 0°C, puis 2h a temperature 
ambiante, le melange est dilue dans 100 ml d'eau. La phase aqueuse est saturee avec 
du KH2PO4, puis extraite avec du diethylether (3 x 70 ml) et de Tether de petrole (2 x 
5 70 ml). Les phases organiques sont reunies puis sechees sur Na2S04 anhydre et enfin 
concentr6es sous pression r6duite. L*huile jaune obtenue (19.8 g, 91.1 mmoles, 
rendement : 94.5%) est sechde sur du pentaoxyde de phosphore (P2O5) pendant une 
nuit. Le produit 2 ainsi obtenu, represente ci-dessous, est utilise sans autre forme de 
purification dans la suite de la synthase. 

10 



6 




L'analyse du produit 2 est la suivante : RMN (CDCI3, r6f TMS, 
300 MHz, 323 K) 5 : 4,19 (q, 2H, H,o, Jio-ii=7,18 Hz), 4.1 1 (s, 2H, Hs), 1.45 (m, 9H, 

15 Hi,2.3), 1.26 (t, 3H, H,i, Jimo=7.16 Hz). RMN (CDCI3, TMS, 75 MHz, 323 K) 5: 
175.51 et 174.38 (C5), 161.76 et 160.83 (C9), 85.89 et 85.23 (C4), 65.57 et 65.46 (Cio), 
57.41 (Cs), 32.87, 32.78 et 32.63 (Ci, C2, C3), 18.70 (di). Analyse elementaire 
calculee pour C9H,8N204 : C 49,53; H 8,31; N 12,84; O 29,32 ; trouvee : C 49,78; 
H 8,36; N 12,33; O 29,27. 

20 • Synthese du N,N*-tri(Boc)hydrazinoacetate d 'ethyle 3 

Le compose 2 (19.86 g, 91.1 mmoles) est dissous dans 16 ml de 
CH2CI2 sous atmosphere inerte et en presence de 38.5 ml de Et3N (276 mmoles) a 
0°C, Par ailleurs, 60.2 g (276 mmoles) de B0C2O sont dissous dans 20 ml de CH2CI2 
en presence de 3.4 g (27.6 mmoles) de DMAP a 0°C. Apres dissolution totale des 

25 reactifs, le melange compose 2 / Et3N est additionn6 gouttes a gouttes au melange 
B0C2O / DMAP sous atmosphere inerte et a 0°C. Une fois I'addition termin^e, la 
temperature du milieu reactionnel est progressivement ramen6e a temperature 
ambiante. Apres 2h d'agitation, le milieu est dilue avec 50 ml de CH2CI2. La phase 
organique est lavee avec une solution saturee en KH2PO4 (3 x 75 ml), sechee sur 

30 sulfate de sodium puis concentree sous pression reduite, L'huile jaune-orange 
residuelle est purifiee par filtration sur silice (40-60 microns, 160 g) avec un melange 
CH2CI2 / AcOEt (97 : 3). L'huile jaune residuelle est sechee une nuit en presence de 
P2O5. 36.9 g (88.3 mmoles ; rendement : 96.9%) de produit 3 sont ainsi obtenus. 

L'analyse du produit 3 par RMN est la suivante : RMN *H (CDCI3, 



wo 01/14408 



PCT/FROO/02336 



ref TMS, 300 K) 5 : 4.16 (s, 2H), 3,71 (q, 2H, J = 7 Hz), 1.46 (m, 27H), 1.23 (t, 3H, 
J=7 Hz). RMN ^^C (CDCb, rdf TMS, 300 K) 5 : 167.74 (C=0), 150.48 et 150.23 
(C=0), 83.68, 82.46 et 82.00 (C quatemaire), 60.98 et 58.40 (OCH2CH3), 53.51 et 
51.57 (CH2CO), 28.09 ((CH3)3C), 18.42 et 14.20 (CH2CH3). 
5 Analyse elementaire du produit 3 (formule brute: C19H34N2O8) : 

C 54.53. H 8.19, N 6.69 (calculee), C 54.81, H 8.25, N 6.71 (trouvee). 

Analyse du produit 3 par spectrometrie de masse : MALDI-TOF 
[M+H]* calcule : 419.5, trouve : 441.4 {M+Na]*", 457.4 [M+K]*. 

• Synthese de I 'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique 4 

10 Le compose 3 (15.05 g, 36.01 mmoles) est dissous dans 40 ml 

d'ethanol absolu. Le milieu est refroidi d 0°C et 39.6 ml (39.6 mmoles) d'une solution 
de soude molaire a O^'C sont ajoutes goutte a goutte. Apres 25 minutes d'agitation k 
O^^C, le milieu reactionnel est neutralist par ajout, goutte i goutte, de 20 ml d'une 
solution d'acide citrique (634 mg/ml) jusqu'a un pH de 4.0. Le melange est ensuite 

15 dilu6 avec 50 ml d'eau et extrait avec du diethyl ether (2 x 80 ml) puis du 
dichloromethane (2 x 80 ml). Les phases organiques sont reunies, lavees avec une 
solution saturee de NaCl (2 x 40 ml), puis sechees sur Na2S04 anhydre, filtrees et 
enfm concentrees sous pression reduite. L'huile residuelle est precipitee dans un 
melange diethyl ether (55 ml)/heptane (74 ml) a froid. Le produit obtenu 4, represent^ 

20 ci-dessous, est un solide blanc (9.63 g, rendement : 68.5%). 



11 




L 'analyse du produit 4 est la suivante : RMN 'H (DMSO-rf<j, ref 
25 TMS, 300 MHz, 300 K) 5: 4.04 (s, 2H, He), 1.42 (m, 27H, H,. 3,10-1 2. is-n). RMN ''C 
(DMSO-i/tf, ref TMS, 75 MHz, 300 K) 5: 169.3 (C7), 153.5 et 149.8 (Cs.u.g), 82.9 et 
81.7 et 81.1 (C4,9,i3). 53.1 et 51.2 (Cg), 27.8 (C|-3,io-i2.i5-i7). Analyse elementaire 
calculee pour CnHjoNzOg : C 52.30; B 7.74; N 7.17; O 32.78 ; trouv6e : C 52.26; 
H 7.77; N 7.22; O 32.63. 
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10 



15 



2^ Synthase de Tacide N.N'.difBoc^hv drazinoacetiQue4' 
Le compose 1 (36.9 g, 88.3 mmoles) dissous dans 135 ml d'ethanol 
est traite par 135 ml de soude molaire a 0°C. Apres 30 minutes d'agitation a O^C. la 
temperature du milieu reactionnel est progressivement ramenee i temperature 
ambiante. Le melange est alore agite 3h30 a temperature ambiante. Le milieu 
reactionnel est ensuite dilue avec 110 ml d'eau et extrait avcc du diethyl ether (2 x 
80 ml). La phase aqueuse est acidifiee par ajout d'acide chlortiydrique 1 N jusqu'i un 
pH de 2. La reaction est exothennique. La phase aqueuse est alors extraite avec du 
dichloromethane (2 x 80 ml) puis du diethyl ether (2 x 80 ml). Les phases organiques 
sont reunies, lavees avec une solution saturee de ICH2PO4, sechees sur Na2S04 
anhydre, filtrees et enfm concentrees sous pression r^duite. Le melange residuel est 
conserve pendant une nuit 4»C puis il est recristallise dans un melange diethyl 
ether/heptane (90 ml/120 ml) a froid. Le produit obtenu 41, represent* ci-dessous. est 
un solide blanc (17.9 g, 61.6 mmoles, rendement : 69.8%). 

3 0 0 

12 

L'analyse du produit 41 est la suivante : RMN 'H (DMSO-dg, ref 
TMS, 300 MHz, 300 K) 5: 9.23 (s, 0.53H, Ha). 9.16 (s, 0.26H, Hs). 8.84 (s, 0.14H, 
20 Ho). 8.74 (s. 0.07H, Ho). 3.97 (s, 2H. H7), 1.39 (m, 18H. H.-j.n-u). RMN ''C (DMSO- 
rftf, r6f TMS, 75 MHz. 300 K) S: 170.10 (Cg). 155.04 et 154.19 (€5,9), 80.15 et 79.54 
(C4.,o), 54.6 et 53.1 (C7). 27.93 (C,.3, Cu-u). Analyse el6mentaire calculee pour 
C,2H22N205 : C 49,65; H 7.64; N 9.65; O 33.07 ; trouvee : C 50.09; H 7.84; N 9.57; 
O 32.64. 

25 EXEMPLE 2 : Synthese et purification de I'hydrazlnopeptide 6 (figure 2). 

• Synthase de rhvdrazinopeotide 6 

Le peptide 5 est 61abore sur une resine Wang (0.73 mmol/g. Applied 
Biosystems, Foster City, USA), selon la strategic Fmoc/ferr-butyle, telle que dficrite 
par exemple par FIELDS etal. dans Int. J. Pept. Protein, 1990, 35, 161, et une 
30 activation HBTU/HOBt (voir SCHNOLZER etal dans Int. J. Pept. Protein Res., 
1992, 42, 180). i I'aide d'un synthetiseur de peptides AppUed Biosystem 431 A 
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(Foster City, USA). Les protections des chaines laterales sont : His(Trt), GIu(O'Bu), 
Arg(Pmc), Lys(Boc). En fin de synthese, le groupement Fmoc de la fonction a-NH2 
de Targinine est deplace en presence de piperidine 20% dans le DMF. L'acide 
N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique 4 (1.2 eq) est ensuite introduit manuellement en 
5 utilisant Tactivation BOP in situ (BOP 1.2 eq, DIEA 3.6 eq dans le DMF durant 
20 min), comme decrit par exemple par GAIRI etaL dans Tetrahedron Letters, 1990, 
50, 7363. On pourrait egalement, en variante, utiliser Tacide N,N'-di(Boc)- 
hydrazinoacetique. La peptidyl-r6sine est lavee successivement avec du DMF, du 
dichloromethane, puis de Tether. EUe est ensuite sechee sous pression reduite durant 
10 30 min. 

La coupure du lien peptide-resine ainsi que la deprotection des 
chaines laterales sont realisees en presence d'un melange TFA/H20/anisole (1 g de 
resine s6che/9.5 ml de TFA/0.25 ml d'anisole/0.25 ml d'HaO) sous agitation durant 2h 
a temperature ambiante. Le peptide 6 est precipit6 dans un melange EtaO/heptane 
15 (1/1) prealablement refroidi i 0** C (200 ml). Le precipite est centrifuge puis dissous 
dans un melange HaO/AcOH (5/1), congele et lyophilise, 

• Purification de rhvdrazinopeptide 6 

L'hydrazinopeptide 6 a ete purifie par HPLC sur une colonne CI 8 
hyperprep en utilisant un gradient lineaire de 0% k 50% d'un melange 
20 TFA/eau/isopropanol (rapport eau/isopropanol de 2/3, le melange comprenant 0,05% 
de TFA) dans un melange 0.05% TFA/eau. Un tel eluant permet avantageusement 
d'eviter toute degradation du peptide, Le compose purifie est lyophilise et stocke k 
-20*'C. 

La purete du compose purifie est controlee par HPLC analytique sur 
25 une colonne C18 Vydac en utihsant le meme systeme eluant que precedemment. 
L'identite du peptide 6 a et6 verifiee par analyse ES-MS sur un spectrometre 
Micromass Quatro ([M+Hf calcule 1432.5, trouv6 1432.7). 
EXEMPLE 3 : Synthase des lipopeptides 11, 12, 13, 14, 16 et 18 (figure 3). 
1) Synthese des composes 8, 9. 10. 15 et 17 
30 • Synthese des composes 8, 9, 15 et 17. 

Dans le cas ou R (figure 3) represente la chaine grasse d'un acide 
oleique, 10 mg (35.4 |amoles) d'acide oleique, 4.08 mg (35.4 fimoles) de 
N-hydroxysuccinimide et 4,3 ^1 (27.2 jimoles) de diisopropylcarbodiimide sont 
dissous dans un melange THF/dichlorom6thane (175 ^1 / 175 ^1). Aprfes une nuit a 
35 O^C, le milieu est concentre sous pression reduite. L'huile residuelle (compos6 8) est 
reprise dans 6.8 ml de 2-methyl-propane-2-oL 
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On precede de la meme maniere pour activer les acides stearique, 
linoleique et cis-9,10-epoxy stearique, c'est-a-dire pour obtenir ces acides sous forme 
d 'esters de succinimidyle (obtention des composes 9, 17 et 15). 
• Synthese du compose 10. 
5 500 mg (1.13 mmoles) de chloroformiate de cholestSryle et 

140.9 mg (1.22 mmoles) de N-hydroxysuccinimide sont dissous dans 2 ml de 
dichloromethane a temperature ambiante. 170 jiL (1.22 mmoles) de triethylamine sont 
ajoutes au milieu reactionnel. La reaction est exothermique et il se forme un precipite 
blanchatre. Apres 45 min d'agitation a temperature ambiante, le milieu est dilue avec 

10 50 ml de dichloromethane et lave avec une solution de KH2PO4 saturee. La phase 
organique est sechee sur sulfate de sodium, filtree puis concentree sous pression 
reduite. Le compose 10 obtenu est un solide blanc (451.6 mg, 0.85 mmoles, 
rendement: 76%). II s'agit d'un carbonate de cholest6ryle activ6 par le 
N-hydroxysuccinimide. 

15 2^ Svnthese du lipopeptide 1 1 

6 mg (3 ^moles) de I'hydrazinopeptide 6, dont la synthese a ete 
decrite dans I'exemple 2, sont dissous dans 900 \xl d'un tampon phosphate/citrate 
0.25 mM, pH=5.2 (160.2 ^1 d'une solution de Na2HP04 0.2 M et 139.8 ^il d'acide 
citrique 0.1 M complete a 1.2 ml avec de Teau). Le pH de I'hydrazinopeptide 6 en 

20 solution est r^ajuste si necessaire avec la solution de Na2HP04 0.2 M. 1.48 mg (3.6 n 
moles) de palmitate de succinimidyle 7 (Sigma) sont dissous dans 900 \xl de 2-methyl- 
propane-2-ol. Les deux solutions sont ensuite melangees et agitees a temperature 
ambiante durant 72 h. 

L'utilisation d'un milieu mixte tampon/2-methyl-propane-2-ol 

25 peimet k la fois de controler le pH du milieu reactionnel et d' assurer la bonne 
solubilite de Thydrazinopeptide 6, de I'acide gras 7 et du lipopeptide final H. De plus, 
I'introduction de la partie lipophile sur le peptide se fait dans des conditions douces, 
autorisant ainsi I'introduction d'acides gras sensibles aux acides forts. 

L'avancement de la fraction est suivi par HPLC sur une colonne C3 

30 Zorbax (0 a 1 00% de solvant B a 0.05% TF A/80% ac6tonitrile/20% eau en 30 mn puis 
5 min a 100% de solvant B, 1 ml/mn, detection a 215 nm). Apres 72 h, le suivi par 
HPLC r6v61e que la reaction est terminee, Le milieu reactionnel est alors dilu6 avec 
5 ml d'un melange eau/acide acetique (80/20) et purifid sur une colorme C3 Zorbax en 
utilisant le systeme eluant precedent. Apres congelation et lyophilisation, le 

35 lipopeptide H est obtenu avec un rendement de 61% (3.89 mg, 1.83 ^moles). On 
obtient seulement 6% de lipopeptide diacyle (couplage du groupement palmityle non 
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seulement sur le groupement hydrazine du peptide 6, mais aussi sur la fonction amine 
situee sur ia chaine laterale du residu lysine dudit peptide). 

Le lipopeptide JJ purifie est analyse par ES-MS (Micromass Quatro 
II Electrospray Mass Spectrometer). [M+H]'*' calcule : 1672.1, trouve : 1671.6. 
5 3) Svnthese des lipopeptides 12, 13, 14, 16 et 18 

On precede de fa9ori similaire i ce qui a et6 decrit en 2) pour la 
synthase du lipopeptide H, en faisant reagir Thydrazinopeptide 6 avec, 
respectivement, les composes 8, 9, iO, JLS et 17. 

Seule la purification du lipopeptide 16 varie. Sa purification par 
10 HPLC est realisee a pH 7.0 sur une colonne C3 Zorbax en utilisant I'eluant suivant : 
de 100% de solvant A (tampon phosphate 50 mM, pH 7.0) a 100% de solvant B 
(tampon phosphate 50 mM, pH 7.0, comprenant 50% d'isopropanol) en 100 minutes, 
a raison de 3 ml/minute et a 50°C, la detection s*effectuant i 215 nm. Le compost 16 
ainsi obtenu est ensuite dessale en utilisant les conditions suivantes : colonne 
15 polystyrene-divinylbenzene, gradient de 100% de solvant A (eau comprenant 0,05% 
de triethylamine) a 100% de solvant B (melange eau/acetonitrile 20/80 comprenant 
0.05% de triethylamine) en 10 minutes, k raison de 4 ml/minute et a 50''C, la detection 
s'efFectuant a 215 nm. 

La caracterisation des lipopeptides 12, 13, 14, 16 et 18 par ES-MS et 
20 les rendements obtenus pour les diff^rents lipopeptides sont les suivants (tableau I) : 



Tableau I 



lipopeptide 


groupe lipophile 


[M+H]* calcule 


[M+H]* trouv6 


rendement 


12 


oleyle 


1697.2 


1697.8 


53% 


13 


stearyle 


1699.2 


1699.5 


65% 


14 


cholest6ryle 


1845.6 


1845.7 


56% 


16 


cis-9, 1 0-epoxystearyle 


1713.2 


1713.5 


53% 


18 


linol6yle 


1695.2 


1695.5 


51% 



On obtient seulement 6, 7 et 8% respectivement de lipopeptides 
25 diacyles lors des syntheses des lipopeptides 12, 13 et 14. 

EXEMPLE 4 : Synthese du lipopeptide 13 par hydrog^nation catalytique du 
lipopeptide 12 (figure 4). 

500 |ig de palladium sur charbon a 10% en suspension dans 600 |il 
d*une solution a 20% d'acide acetique concentre dans Teau sont ajoutes a 5 mg 
30 (2.3 (imoles) du compose 12, obtenu de la fafon decrite dans Texemple prec6dent. 
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dissous dans 300 |al de la meme solution. Apres 4 h d'agitation a temperature 
ambiante sous atmosphere d*hydrogfene, 1.64 mg de palladium sur charbon en 
suspension dans 100 \xl d'acide acetique glacial sont ajoutes au milieu reactionnel. 
Apres 20 h, la conversion est totale et le milieu est filtre sur celite et lave avec une 

5 solution a 20% d'acide acetique dans Teau (3x3 ml), puis du methanol (3x3 ml). Le 
filtrat est concentre sous pression reduite, congele puis lyophilise. Le compose ainsi 
obtenu est purifie par HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un gradient 
lineaire de 0% a 55% d'un melange eau/ac6tonitrile/TFA (1/4 en eau/acetonitrile, avec 
0,05%de TFA) dans un m61ange 0,05% TFA/eau (eau comprenant 0,05% de TEA). Le 

10 compose purifie (2.55 mg, 1.2mmoles, rendement : 52%) est lyophilise et stocke a 
-20%. 

La purete du compose purifie est controlee par HPLC analytique sur 
une colonne C3 Zorbax en utilisant le meme systeme 61uant que precedemment. Le 
compose est identifie par ES-MS : [M+H]" calcule : 1699.2, trouve : 1699.6. 
1 5 EXEMPLE 5 : Synthase du lipopeptide 21 (figure 5). 

n Svnthese de Thydrazinopeptide 19 . 

L'hydrazinopeptide 19 a ete synthetise sur 0,25 mmol (357.1 mg) de 
resine Rink Amide aminomethyl-polystyrene comprenant 1% de divinylbenzene 
(0,70 mmol/g, 100-200 Mesh, Senn Chemicals AG) en utilisant la strategie Fmoc/tert- 

20 butyle telle que decrite par exemple par FIELDS etaL InU J. PepL Protein, 1990, 35, 
161, et une activation HBTU/HOBt (SCHNOLZER etal Int J, Pepu Protein Res., 
1992, 40, 180), a Taide d'un synthetiseur de peptides Applied Biosystem 431 A 
(Foster City, USA). Les groupements protecteurs Fmoc sont elimines a I'aide d'une 
solution de piperidine a 20% dans le DMF. 

25 La fonction a-NH2 est modifiee en utilisant la procedure de 

N-amination electrophile en phase solide mise au point par C. KLINGUER et aL 
(Tetrahedron Letters, 1996, 37, 40, 7259-7262). L'hydrazinopeptide obtenu est 
deprotege et coupe de la resine en utilisant 10 ml d*une solution de TFA (94% TFA, 
2,5% H2O, 2,5% thioanisole, 1% triisopropylsilane) pendant lh30 sous agitation. Le 

30 compose est ensuite precipite dans 100 ml d*une solution EtzO/pentane 1/1, Apres 
precipitation et elimination du sumageant, le culot est dissous dans de Tacide acetique 
a 10%, congele et lyophilise. 

L'identite de I'hydrazinopeptide 19 est v6rifiee par PDMS-TOF sur 
un Spectrometre de Masse a Desorption de Plasma Bio-ion 20. [M+Hf calcule : 

35 895.5. observe: 895.9. 

La purification de Thydrazinopeptide 12 est r6alis6e sur une colonne 
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preparative C3 Zorbax (30*'C, detection a 235 nm, tampon A= H2O 100%/TFA 
0,05%, tampon B= alcool isopropylique 40%/H2O 60%/TFA 0,05%, debit de 
2 ml/minute, de 0 a 70% en B en 70 minutes). Apres congelation et lyophilisation, 
rhydrazinopeptide 19 est obtenu avec un rendement de 56%. La purete du produit 
5 apres lyophilisation est verifiee par RP-HPLC dans les memes conditions 
qu'indiquees precedemment. 

2) Svnthese du lipopeptide 21 . 

5.06 mg d'hydrazinopeptide 19 sont dissous dans 791 \xl de tampon 
citrate-phosphate pH5.11. 1.1 eq. (4,12 ^imol) de palmitate de succinimidyle 7 (Su 

10 representant un groupe succinimidyle) dissous dans 791 ^xl de ^BuOH sont alors 
ajoutes. Le suivi de la reaction est realise par RP-HPLC sur une colonne C3 Zorbax. 
Apres 48 h, le milieu reactionnel est purifie sur colonne preparative C3 Zorbax (30*'C, 
detection a 215 nm, tampon A= H2O 100%/TFA 0,05%, tampon B= acetonitrile 
80%/H2O 20%/TFA 0,05%, debit de 3 ml/minute, de 0 a 70% en B en 70 minutes). Le 

15 rendement en lipopeptide 21 est de 60%. 

EXEMPLE 6 : Synthase du lipopeptide 23 (figure 6). 

1) Svnthese de rhydrazinopeptide 22 . 

Le peptide 22 est elabore sur une resine Fmoc-PAL-PEG-PS 
(0,16mmol/g, Perseptive) selon la strategic Fmoc/rer/-butyle et une activation 

20 HBTU/HOBt (voir Texemple 2) sur un synthetiseur de peptides Pioneer-Perseptive. 
Les protections des chaines laterales des acides amines sont les suivantes : His(Trt), 
Asn (Trt), Glu(0*Bu), Arg(Pbf), Lys(Boc), Ser^Bu). En fm de synthese, le 
groupement Fmoc de la fonction a-NH2 de I'alanine est elimine en presence de 
piperidine a 20% dans le DMF. L'acide N,N'-tri(Boc)hydra2inoacetique (1,2 eq.) est 

25 ensuite introduit manuellement en utilisant Tactivation BOP in situ (BOP : 1,2 eq., 
DIEA: 3,6 eq. dans le DMF durant 20 minutes). La peptidyl-resine est lavee 
successivement avec du DMF, du dichloromethane, puis de Tether. Elle est ensuite 
sechee sous pression reduite pendant .30 minutes. La coupure du lien peptide-resine 
ainsi que la deprotection des chaines laterales sont realisees en presence d'un melange 

30 TFA/phenol/6thanedithiol/thioanisole/H20 (1 g de resine seche / 10 ml de TFA / 
0,25 ml d'ethanedithiol / 0,25 ml d'H20 / 0,25 ml de thioanisole / 0,75 g de phenol) 
sous agitation durant 3h30 a temperature ambiante. Le peptide est precipite dans 
200 ml d'un melange EtzO/heptane (1/1) prealablement refroidi k O'^C. Le precipite est 
centrifuge puis dissous dans un melange H2O/ACOH (5/1), congele et lyophilise. On 

35 obtient 263 mg de peptide brut a partir de 0,072 mmole de resine. 

L'hydrazinopeptide 22 a ete purifie par HPLC sur une colonne C3 
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Zorbax en utilisant un gradient lineaire de 0% a 50% en 70 minutes d'un melange 
0,05% TFA/eau/isopropanol (2/3) dans un melange 0,05% TFA/eau. Le compose 
purifie (43 mg) est lyophilise et stocke a -20°C. L'analyse de I'hydrazinopeptide 22 
par ES-MS est la suivante : [M+H]* calcule : 4645,5, trouve : 4645.7. Son analyse en 
5 acides amines est la suivante : Lys(3) : 2,8 ; Arg(6) : 6,0 ; Glu(7) : 7,3 ; Ala(2) : 1,9. 
2) Synthase du lipopeptide 23 . 

Le lipopeptide 23 est obtenu a partir du compose 7 et de 
rhydrazinopeptide 22, selon le mode operatoire decrit precedemment pour la synthese 
du lipopeptide U, II est obtenu avec un rendement de 40%, apres purification. 

10 . L'analyse par ES-MS (Micromass Quatro II Electrospray Mass Spectrometer) du 
lipopeptide 23 donne les resultats suivants : [M+Hf calcule : 4883.5, trouve : 4883.7. 
EXEMPLE 7 : Analyse et quantification de I'expression des molecules de classe 
11 du Complexe Majeur d'Histocompatibilit^ (CMH), a la surface des cellules, 
induite par incubation de ces cellules avec des peptides modifies conformcs a 

15 rinvention. 

1) Peptides et lipopentides utilises . 

On utilise les peptides denommds Mu-Gly, MuSc-Gly, 22 et 22Sc, 
ainsi que les lipopeptides Mu-Gly-palm, MuSc-Gly-palm, 23 et 23Sc. Le terme « Sc » 
designe une version « scramble » du peptide, a savoir une sequence peptidique dans 
20 laquelle les acides amines (leur ordre dans la sequence) ont ete melanges. Le terme 
« palm » designe un groupement palmitoyle. 

Le peptide 22 et le lipopeptide 23 ont ete prepares comme indique 
dans Texemple 6. Le peptide 22Sc (version « scramble » du peptide 22) presente la 
sequence suivante : 

25 H2N-NH-CH2CO.PSRENQNAVKIQKLSWLRREQKHRVERLAFRNQSLPF-NH2 
Le peptide 22Sc a ete prepare sur une resine Rink amide MBHA PS 
(0,25 mmole, 0,74 mmol/g. Applied Biosystems, Foster City, USA) selon la strategic 
Fmoc/ferr-butyle, sur un synthetiseur de peptides Applied Biosystem 430 A, A la fin 
de la synthese et apres deprotection du groupement amino N-terminal, la moiti6 de la 

30 peptidyl-resine (125 jimoles) est traitee en presence de 63,4 mg (162 lamoles) d'acide 
N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique, de 84,6 mg (162 i^moles) de PyBOP et de 85,2 ^1 
(486 i^moles) de DIEA dans le DMF pendant 30 minutes. La coupure et la 
deprotection du peptide 22Sc a 6t€ r6alisee en prfisence d'un melange 
TFA/HzO/phenol/EDT/thioanisole (Ig de resine seche/10,0 ml de TF A/0,5 ml 

35 d*H2O/0,75g de phenol/0,25 ml d'EDT/0,5 ml de thioanisole). Apres precipitation 
dans un melange ether/heptane (1/1), centrifiigation, congelation et lyophilization. 
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22Sc a ^te purifie par RP-HPLC comme le peptide 22. Une fois lyophilise, le peptide 
22Sc (117,5 mg, 15,9%) a ete stocke a Son analyse en acides amines est la 

suivante : Lys(3) : 2,6 ; Arg(6) : 6,0 ; Glu(7) : 7,4 ; Ala(2) : 1,9. Son analyse par 
ES-MS est la suivante : [M+H]"^ calcule 4645,4 ; trouve 4645,6. 
5 Le peptide 23Sc (version « scramble » du peptide 23) presente la 

sequence suivante : palm-NH-NH-CHjCO-PSRENQNAVKIQKLSVVLRREQKHR- 
VERLAFRNQSLPF-NHz. Le peptide 23Sc a ete prepare de la meme manifere que le 
peptide 23, mais a partir du peptide 22Sc au lieu du peptide 22. Le couplage a ete 
effectue a Taide de 15,27 mg de peptide 22Sc. Le peptide 23Sc a ete purifi6 sur une 

10 colonne C3 Zorbax preparative en utilisant un gradient lineaire de 20 a 60%, en 100 
minutes, d'un solvant B (acetonitrile 80%/eau 20%yTFA 0,05%) dans un solvant A 
(eau/TFA 0,05%). La temperature est de 50''C, le debit d'elution est de 3 ml/minute et 
la detection est effectuee a 215 nm. Apres congelation et lyophilisation, 2,46 mg 
(rendement de 16%) de peptide 23Sc ont ainsi ete obtenus. La purete de ce produit 

15 purifi6 est controlee par RP-HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un gradient 
de 0 a 100%, en 60 minutes, du solvant B dans le solvant A (1 ml/minute, 215 nm, 
50°C). Un controle croise est realise par electrophorese capillaire en utilisant un 
tampon citrate 20 mM, pH 3,0 a 40°C, 30 kV sur 10 minutes. L'analyse du produit 
23Sc par ES-MS est la suivante : [M+Hf calcule 4883,8 ; trouve 4882,5. 

20 Les peptides et lipopeptides Mu-Gly, MuSc-Gly, Mu-Gly-palm et 

MuSc-Gly-palm presentent respectivement les sequences suivantes : 

Mu-Gly : H2NCH2CO-AKFEVNNPQVQRQAFNELIR- 

VVHQLLPESSLRKRKRSR-NH2 

MuSc-Gly : H2N.CH2CO-PSRENQNAVKIQKLSVVLR- 

25 REQKHRVERLAFRNQSLPF-NH2 

Mu-Gly-palm : palm-NHCH2CO-AKFEVNNPQVQRQAFNELIR- 

VVHQLLPESSLRKRKRSR-NH2 

MuSc-Gly-palm : palm-NHCH2CO-PSRENQNAVKIQKLSVVLR- 

REQKHRVERLAFRNQSLPF.NH2 

30 Ces peptides ont ete obtenus par synthese peptidique en phase solide 

selon des protocoles standards, en utilisant la strategic Fmoc//err-butyle. Pour les 
lipopeptides Mu-Gly-palm et MuSc-Gly-palm, apres T elongation de la sequence 
peptidique et la deprotection de la glycine en position N-terminale avec de la 
pip6ridine a 20% dans le DMF, I'acide palmitique (4 eq.) a ete couple en utilisant une 

35 activation HBTU/HOBt/DIEA :4eq/4eq/12eq (equivalents par rapport aux 
fonctions amines) dans le DMF pendant 40 minutes. La coupure et la deprotection des 
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peptides a ete realisee en presence d*un melange TFA/H20/phenol/EDT/thioanisole 
(Ig de rdsine s6che/10,0ml de TFA /0,5 ml d'HzO/OJSg de phenol/0,25 ml 
d'EDT/0,5 ml de thioanisole). Les peptides et lipopeptides ont ete purifies avant 
utilisation. 

5 Ainsii les peptides 22, 23, Mu-Gly et Mu-Gly-palm comprennent la 

meme sequence peptidique de 38 acides amines. lis different en ce qu'ils comprennent 
ou non une chaine grasse d'acide palmitique, et au niveau de la nature de la liaison 
chimique de la chaine grasse a la sequence peptidique. 

2) Protocole de quantification de Texpression des molecules de 
10. classe II du Complexe Maieur d'Histocomoatibilite fCMH) a la surf ace des cellules. 

Les cellules COLO 205 (lignee cellulaire humaine issue d'un 
carcinome de colon) proviennent de la banque de cellules ATCC (American Type 
Culture Collection). Elles sont cultivees en milieu RPMI 1640 (Gibco BRL, 
Courbevoie, France) avec 10% de serum de veau foetal (SVF) et 5 mM de pyruvate de 

15 sodium, et incubees i 37**C en presence de 5% de CO2. Les cellules sont stimulees 
pendant 24 heures avec differentes concentrations (35, 50 ou 65 fiM) de peptides ou 
de lipopeptides. Les cellules sont ensuite marquees pendant 1 heure i 4'^C avec 10 [x\ 
d'anticorps de souris anti-HLA DR de classe-II, couple a la FITC (clone TAL, 1B5, 
Cymbus Biotechnology Ltd, Hants, Grande-Bretagne) dans 10% de SVF/PBS, puis 

20 lavees 3 fois par du SVF/PBS. 

L'expression de surface des molecules de classe II du CMH est 
analysee par cytometrie de flux sur un cytometre Coulter EPICS II, a raison de 10 000 
evenements par echantillon. L'lntensite de fluorescence observee est directement 
proportionnelle a la quantite de molecules de classe II du CMH presente a la surface 

25 des cellules. La moyenne de fluorescence observee pour les cellules non traitees et 
pour les cellules traitees (colonne « Moyenne » dans le tableau II) permet de calculer 
un rapport entre la moyenne de fluorescence des cellules traitees et la moyenne de 
fluorescence des cellules non traitees (colonne « Rapport » dans le tableau II). 

3) Resultats . 

30 Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau IL 
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Tableau II 



Nom du 


35 fiM 


50 ftM 


65 mM 


produit 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


Mu-Gly-palm 


6,53 


8,9 


6,43 


8,45 


2,71 


3,6 


MuSc-GIy-palm 


7,23 


9,86 


7,45 


10,16 


9,76 


13^31 


Mu-GIy 


1,40 


1,9 


1,31 


1,78 


1,93 


2,6 


MuSc-Gly 


1,47 


2 


1,69 


2,3 


1,82 


2,48 


23 


7,35 


10,2 


8,02 


10,94 


13,3 


18,14 


23Sc 


4,72 


9,16 


4,51 


6,15 


5,55 


7,5 


22 


1,13 


1,5 


l.ll 


1,5 


1.25 


1,70 


22Sc 


1,36 


1,8 


1.60 


2,18 


1,67 


2,27 



On remarque que les produits non derivatises par une chaine 
5 palmitique (peptides Mu-Gly et 22) ne conduisent pas a une augmentation de 
I'expression de CMH II, compare aux versions « scramble », a savoir MuSc-Gly et 
22Sc, respectivement. En revanche, le lipopeptide 23 induit une expression de CMH 11 
dose dependante, compare a la version « scramble » 23 Sc . Cette expression est done 
sp6cifique de la sequence et de la presence de la chaine lipophile liee au peptide via un 

10 lien hydrazide. Ainsi, le couplage en solution d'un hydrazinopeptide avec un acide 
gras active pour I'obtention du lipopeptide correspondant, conduit a un produit qui est 
capable de passer la membrane des cellules et d'atteindre une cible 
intracytoplasmique, 

Le lipopeptide 23 dpnne des r6sultats superieurs au lipopeptide 

15 synthetise de manifere standard (Mu-Gly-palm). D'autres experiences ont montre que 
les resuhats etaient comparables entre les lipopeptides 23 et Mu-Gly-palm. Cependant, 
le lipopeptide 23 a une purete bien superieure a celle du lipopeptide Mu-Gly-palm. De 
plus, rinspection des cellules traitee par les lipopeptides montre que le lipopeptide 23 
conforme a I'invention est beaucoup moins cytotoxique pour les cellules que le 

20 peptide standard Mu-Gly-palm. 

EXEMPLE 8 ; Utilisation de Tacide NJ^'-di(Boc)hydrazinoac6tiquc pour 
fonctionnaliser un peptide par un groupement a-hydrazinoac£tique 

La peptidyl-resine de formule Fmoc-G-R(Pmc)-K(Boc)-R(Pmc)- 
S(tBu)-H(Trt)-A-G-Y(tBu)-Q(Trt)-T(tBu)-I-0-resine a ete synthetisee sur support 



wo 01/14408 



PCT/FROO/02336 



solide selon la strategic Fmoc//erf-butyle en utilisant une resine Wang, telle que 
decrite dans Texemple 2. 143,9 mg (33,7 |amol) de cette peptidyl-resine sont traites, 
pendant 2 minutes puis pendant 20 minutes, par le melange piperidine/NMP (20/80) 
afin de deproteger la fonction amine terminale. 
5 11,7 mg d'acide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique (40,4 p.mol, 

1,2 eq.) sont solubilises dans 500 ^1 de NMP en presence de 5,5 mg d'HOBt 
(40,4 iimol 1,2 eq.) et de 15.3 mg d'HBTU (40,4 |imol, 1,2 eq.). L'addition de 21 ^1 
de DIEA conduit a Tester d'hydroxybenzotriazole active non isole et immediatement 
ajoute a la peptidyl-resine, Apres 45 minutes de couplage, le test de Kaiser (Anal. 

10 Biochem., 1970, 34, 595) est encore positif On effectue done un second couplage, 
dans les memes conditions, et on obtient cette fois un test de Kaiser negatif. 

La peptidyl-resine est traitee par 1,5 ml d'un melange TF A/phenol/ 
EDT/thioanisole/eau (10 ml/0,75 g/0,25 ml/0,25 ml/0,5 ml) pendant 1 h 30. Le peptide 
est precipite dans un melange ether ethylique/heptane refroidi a -20°C (2 x 20 ml). Le 

15 sumageant est elimin6. Le peptide precipite est resolubilise dans 1 ml d'acide 
acetique. 5 ml d'eau sont ensuite ajoutes, la solution est degazee a I'azote, congelee et 
lyophilisee. Le peptide brut obtenu est purifie par RP-HPLC sur une colonne C18 
nucleosil. Eluant A : TFA 0,05% dans I'eau. Eluant B : eau/propan-2-ol (60/40) 
comprenant 0,05% de TFA. Le gradient est le suivant : de 0 a 60% de B en 60 

20 minutes, le produit d'int6ret 6tant elue au bout de 23 minutes. Apres purification, on 
obtient 19,9 mg de peptide pur (rendement : 29,7%), fonctionnalise au niveau de son 
extremity N-terminale par une fonction a-hydrazinoacetique. Son analyse par ES-MS 
est la suivante : [M+H]'*' calcule : 1545,6 ; trouve : 1545,4. 
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REVENDICATIONS 

1®) Precede de couplage entre un peptide et au moins un compose A, 
de nature non peptidique, portant une fonction selectiormee dans le groupe constitue 
5 par les fonctions acide carboxylique et les fonctions alcool, caracterise en ce que ledit 
couplage comprend une etape de realisation, en solution, d'un lien hydrazide entre 
ledit peptide et ledit compost A. 

2**) Precede de couplage selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'il comprend, pour realiser ledit lien hydrazide, les etapes suivantes : 
10 a) activation de la fonction portee par ledit compose A en une 

fonction reactive correspondante, respectivement selectionn^e dans le groupe 
constitue par les fonctions esters et les fonctions carbonate, lorsque le compost A 
porte respectivement une fonction acide carboxylique et une fonction alcool ; et 

b) reaction, en solution et k un pH inferieur i 6, entre ledit compose 
15 A active obtenu en a) et un peptide, totalement deproteg6, portant au moins un 
groupement hydrazine ou derive d'hydrazine soil au niveau de son extremite 
N-terminale, soit au niveau de Textremite de la chaine laterale d'une lysine ou d'une 
ornithine eventuellement presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 

3°) Precede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
20 comprend, en outre, une etape c) de purification du peptide modifie obtenu k 
Tetape b). 

4"*) Precede selon la revendication 2 ou la revendication 3, 
caracterise en ce que, apres I'etape a) deactivation de la fonction portee par le 
compose A, la fonction reactive correspondante portee par le compose A est 

25 selectiormee dcins le groupe constitue par les esters et les carbonates de succinimidyle, 
de sulfosuccinimidyle et d*aryle. 

5*^) Precede selon Tune quelconque des revendications 2 4 4, 
caracterise en ce que ledit groupement derive d'hydrazine portee par le peptide est un 
groupement a-hydrazinoacetique. 

30 6°) Precede selon la revendication 5, caract6rise en ce que, 

prealablement a Tetape b), ledit peptide est fonctionnalise par un groupement 
a-hydrazinoacetique, soit au niveau de son extremite N-terminale, soit au niveau de 
I'extremite de la chaine laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement 
presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique, a Taide de Tacide 

35 N,N'-tri(Boc)hydrazinoac6tique ou de Tacide N,N'-di(Bec)hydrazinoacetique. 
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7*^) Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que la 
fonctionnalisation dudit peptide par un groupement a-hydrazinoacetique est suivie 
d*une etape de purification dudit peptide fonctionnalise par chromatographie liquide 
haute performance, a I'aide d'un eluant constitue d'un melange eau/alcool, de 
5 preference un melange eau/isopropanol, comprenant de I'acide trifluoroacetique. 

8°) Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracteris6 en ce que ledit compose A est selectionne dans le groupe constitue par les 
lipides, les sucres, les alcools et les marqueurs de fluorescence. 

9^) Procdde selon la revendication 8, caracterise en ce que lesdits 
10 lipides sont selectionnes dans le groupe constitu6 par les acides gras satures, les acides 
gras insatures et les sterols. 

10°) Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que lesdits 
lipides sont selectionnes dans le groupe constitu6 par I'acide palmitique, I'acide 
stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique, I'acide linoleique et le 
15 cholesterol. 

11°) Peptide medifie, caracterise en ce qu'il est essentiellement 

constitue d'un peptide lie, par un lien hydrazide, a au moins un compose A portant, 

avant sa liaison audit peptide, une fenction selectionnee dans le groupe constitue par 

les fonctions acide carboxylique et les fonctions alcool. 
20 12°) Peptide modifie selon la revendication 11, caracterise en ce 

qu'il est essentiellement constitu6 d'un peptide lie, par un lien hydrazide, i au moins 

un compose selectionne dans le groupe constitue par les lipides, les sucres, les alcools 

et les marqueurs de fluorescence. 

13°) Peptide modifie selon la revendication 12, caracterise en ce 
25 qu'il s'agit d'un oligopeptide essentiellement constitue d'un peptide lie, par un lien 

hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe constitue par les acides 

gras satures, les acides gras insatures et les stdrols. 

14°) Peptide modifie selon la revendication 13, caracteris6 en ce 

qu'il s'agit d'un oligopeptide essentiellement censtitu6 d'un peptide lie, par un lien 
30 hydrazide, a au moins un lipide selectionne dans le groupe constitue par I'acide 

palmitique, I'acide stearique, I'acide cis-9,10-epoxystearique, I'acide oleique^ I'acide 

linoleique et le cholesterol. 

15°) Vaccin synthetique, caracterise en ce qu'il comprend au moins 

un peptide modifie selon I'une quelconque des revendications 1 1 a 14. 
35 16°) Reactif de diagnostic, caract6rise en ce qu'il comprend au 

moins un peptide modifie selon I'une quelconque des revendications 1 1 ^ 14. 
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17°) Utilisation du procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 i 10 pour la preparation d'un medicament comprenant un principe 
actif de nature peptidique vectorise, utile pour le ciblage cellulaire. 

18°) Utilisation de Tacide N,N'-tri(Boc)hydra2inoacetique ou de 
5 Tacide N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique pour fonctionnaliser un peptide par un 
groupement a-hydrazinoacetique, soit au niveau de I'extremite N-terminale dudit 
peptide, soit au niveau de I'extremite de la chaine lat6rale d'une lysine ou d'une 
ornithine eventuellement presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique. 
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FIGURE 3 
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